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TNF-BINDENDE PROTEINE

Tumor Nekrosis Faktor a (TNFa, auch Cachectin), aut Grund seinsr haemorragisch-nekrotisieranden
Wirkung auf bestimmte Tumoren entdeckt, und Lymphotoxin (TNFB) sind zwei nahe verwandte Peptidfaito-
ren [3) aus der Klasse der Lymphokine/Cytokine, die im foigendsn beide als TNF bezsichnet werden [siehe
Uebersichtsarbeiten 2 und 3]. TNF verfigt {iber ein breites zellulires Wirkungsspektrum. Beispieisweise
besitzt TNF inhibierende oder cytotoxische Wirkung auf eine Reihe von Tumorzeilfinien {2,3], stmuliert dle
Profiferation von Fibroblasten und die phagozytierende/cytotoxische Aldivitit von myeloischen Zellen
[4.5.8), induziert AdhZsionsmoleklie in Endothelzellen oder Obt eine inhibierande Wirkung auf Endothel aus
{7.8.8,10], inhiblert die Synthese von spezifischen Enzymen in Adipozyten [11] und induziert die Expression
von Histokompatibilitiitsantigenen {12]. Manche dieser TNF-Wirdaungen werden (ber eine Induktion von
anderen Faktoren oder durch synergistische Effekte mit anderen Faktoren, wie beispielswelse interferonen
oder interleuidnen erzielt {13-18].

TNF Ist bei einer Reihe von Pathologischen Zust!ndon. belspleisweise Schocieustinden bel
Meningococcen-Sepsis [17), bel der Entwickiung. von Autoimmun-Glomerulonephritis bei Miiusen [18) oder
bel cerebraler Malaria bel Miusen [19) und beim Menschen [41] involviert. Ganz aligemein scheinen die
toxischen Wirkungen von Endotaxin durch TNF vermittsit zu sein [20]. Weiterhin kann TNF wie interleukin-1
Fieber ausisen {38]. Auf Grund der pleiotropen funktioneilen Elgenschaften von TNF iann man annshmen,
dass TNF in Wechselwifang mit anderen Cytokdnen bei siner ganzen Reihe weitersr pathologischer
Zustinde als Mediator von immunantwort, Entzlindung oder anderen Prozessen beteiligt ist.

Diess biologischen Effekts werden durch TNF (ber spezifische Rezeptoren vermitteit, wobel nach
heutigem Wissensstand sowohl TNFa wis TNF8 an die gleichen Rezeptoren binden {21). Verschisdene
Zelitypen unterscheiden sich in der Anzahl von TNF-Rezeptoren [222324]. Sciche ganz aligemein
gesprochen TNF-bindenden Proteine (TNF-BP) wurden durch kovalents Bindung an radioaktlv markiertes
TNF nachgewiesen [24-29], wobei die fol enden scheinbaren Molekulargewichte der erhaltenen TNF/TNF
BP-Komplexe ermittelt wirden: 95/100 kD und 75 kD [24], 85 kD und 75 kD {25), 138 kD, 90 kD, 75 kD und
54 kD [28] 1005 kD {27]), 97 kD und 70 kD (28] und 145 kD (28] Mittels anti-TNF-AntikSrper-
immuncaffinititschromatographie und priiparativer SDS-Polyacrylamidgeisiektrophorese (SDS-PAGE) konn-
ta ein soicher TNF/TNF-BP-Komplex isoliert werden [27]. Die reduktive Spaltung dieses Komplexes und
anschilsssende SDS-PAGE-Analyse ergab mehrere Banden, die allerdings nicht aul TNF-Bindeaktivitiit
getestet wurden. Da die spezifischen Bedingungen, dis zu der Spaltung des Komplaxes verwendet werden
massen, zur inaktivierung des Bindeproteins flhren [31], ist letzteres auch nicht mSglich gewesen. Die
Anreicherung von [Ssfichen TNF-BP aus dem humanen Serum oder Urin mitteis lcnenaustauscher-
Chromatographie und Gaffiltration (Molekulargewichte im Bersich von 50 kD) wurde von Olsson et al.
beschrieben [30]. _

Brockhaus et al. [32] erhieiten durch TNFa-Ligandenaffinitiitschromatographie und HPLC aus Membran-
extraktsn von HL60-Zeilen eine angereicherte TNF-BP-Priiparation, die wiederum als Antigenpriparation zwr
Hersteliung von monokionalen AntikSrpern gegen TNF-BP verwendst wurde. Untsr Verwendung eines
solchen immobilisierten AntikSrpers (Immunaffinititschromatographle) wurde mittels TNFa-Ligandenaffini-
titschromatographie und HPLC von Loetscher und Brockhaus (31] aus sinem Extrakt von humaner Placenta
eine angereicherte Priparation von TNF-BP erhaiten, die in der SDS-PAGE-Analyse eine starke breite
Bande bei 35 kD, eine schwache Bande bei etwa 40 kD und eine sehr schwache Bande im Bereich
zwischen 55 kD und 60 kD ergab. im Obrigen zeigte das Gel im Bereich von 33 kD bis 40 kD einen
Protainhintergrundschrnier. Die Bedeutung der so erhaitenen Proteinbanden war jedoch im Hinblick aut die
Mdnvmdmnhmmmnds (leenmwmgmMMdmsm
Placenten) niciht kisr.

Gegenstand der vorilegenden Erfindung sind nichtiSsiiche Protunmd.h.bobpielmamnbrw
ne bzw. sogenannts Rezeptoren, und I3siiche oder nichtidsliche Fragments davon, die TNF binden (TNF-
BP), in homoJener Form, sowie deren Physiologisch vertragliche Saize. Bevorzugt sind soiche Proteine, die
gemiss SDS-PAGE unwer nicht reduzierenden Bedingungan durch scheinbare Molekulargewichts von etwa
55 kD, 51 kD, 38 kD, 38 kD und 34 kD bzw. 75 kD und 65 kD charaiderisiert sind, insbesonders soiche mit
etwa 55 kD und 75 kD. Welterhin bevorzugt sind solche Proteine, die durch wenigstens eine der folgenden
Aminos3ureteilsequenzen gekennzeichnet sind:

(A) Leu-Val-Pro-His-Lau-Qly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Vai-Cys-Pro-Gin-Gly-Lys-Tyr-lle-His-Pro-Gin-
X-Asn-Ser-lle

(1B) Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Giu-Gly-Glu-Leu-Glu-Gly-Thr-Thr-The-Lys

(IIA) Ser-Gin-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu
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(18) Va-Phe-Cys-Thr

(c) AstrGln-Pro-Gln-Ala-Pro-th—Val-Glu—Ala«Ser-GIv-Ala-th-Glu-Ala

(o) Lau-Pro-AIa-Gln-Val-Na-Phe-X-Pro—Tyr-Ala—Pro—Glu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys

(E) lIe-)(-Pro-GIy-Pho-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu

(IF) Leu-Cys-Ala-Pro

(1G) val-Pro-His-Lou-Pro-Ala-Asp

(1I1H) th-Sef-Gln-Gly-Pro-Glu—Gln-GIn-x-X-Lsu-lla-X-Ala-Pro wobei X f0r einen AminosBurerest steht, der
nicht eindeutig bestimmt werden.konnts.

im Stand der Technik sind bereits TNF-8P durch eine N-terminale Tellsequenz cherakterisiert worden
[Europdische Patentanmeldung mit der Publikations-Nr. 308 378), wobei sich dlese Sequenz von der
erfindungsgemdssen N-terminalen Teilsequenz gemiss Formel (1A) unterscheidet. Im Obrigen handelt es
sich aber bel den im Stand der Technik beschriebenen TNF-Bindeproteinen um aus dem Urin isolierten
Wshichen d.h. nicht membrangebundene, TNF-BP und nicht um membrangebundene, d.h. uni@stiche, TNF-
BP. :

Gegenstand der voriieganden Anmekiung sind auch Verfahren zur Isclierung der erfindungsgemissan

TNF-BP. Diese Verfahren sind dadurch charaktedsiert, dass man im wesentiichen dis folgenden Reini-
gungsschritte nacheinander ausfOhrt: Hersteliung eines Zeil- oder Gowsbeextraktss, immunaffinititschroma-
tographis und/oder ein- oder mehrfache UQandenaiﬁnimsd\rommaphio. hochaufiSsende Fllssigkeits-
chromatographie (HPLC) und priparative SDS-Po\yauylmidgololekaeso (SDS-PAGE). Dle Kombina-
ﬁond«émdmsmndderndmikmmtenammmmmmmmmmrmamom
erfindungsgemissen Vertahrens agsantell, wobel einzeine Schritte im Rahmen dor zu Wsenden Aufgabe
modifiziert und verbessert wurden. So wurde beispielsweise der urspringtich fOr dle Anrsicherung von TINF

BP aus humaner Placenta {31] verwendete kombinierte unmundﬂnmwuwnmrﬁmNFrUmndandﬂ- ‘

nitdtschromatographie-Schritt dadurch abgstindert, dass eine BSA-Sspharcse 4B-Vorsiule verwendet wur-
de. Disse Vorsilule wurde zum Auftrag des Zoll- oder Membranextrektes in Reihe mit der Immunaffinitits-
sdule und gefoigt von der Ugandenaffinititssdule geschaltet. Nach Auttrag des Extraktes wurden die belden
zuistztgensannten Siulen abgekoppelt, jede fir sich eluiert und die TNF-BP-aktiven Fraktionen wurden
nochmals Ober eine Uguﬁendﬂniﬁmiub gereinigt. Erfindungswesentiich fir dio Ourchiihrung des
Umkehrphasen-HPLC-Schiittes ist dle Verwendung eines Detorgens-haltigen LSsungsmittelgemisches.
leamunwmvmarmmmmmmsaw.mm
TNF-BP isollert werden k3nnen, Gegenstand der vorlisgenden Erfindung. Ein soiches Verfahren zeichnet
sich dadurch aus, dass ein Medium, weiches tlr die spezifischen Wachstumsarfordemisse der verwendeten
Zellinie entwickelt wurde, in Verbindung mit einer wie 28. im Detait in Beispiel 2 beschriebenen
Pufusicnsappuw“rwendctwird. Mittels cines mmvmmmwmmmrm-m-

oder nichtidsiiche Fragments davon, die TNF binden, kodieren. Darunter sind beispieisweise DNA-Sequen-

zenmvmm.momrmuowmmmmwwemmmmwdmdemr

binden, kodieren, wobei soiche DNA-Sequenzen aus den foigenden auswilhibar sind:
(a)DNA-Sequenmm:iolnFlgwl oduﬂgw4duwtalltslnd,wiodonnkmnpbﬂmﬂmsme.
odasolcho.dbdlmwwmm
m)owmm.«mmm(nmmmwmﬁmmwm
(c)oummmmwamauamm Codes nicht mit Sequenzen, wie untsr
{a) und (b) definierte, hybﬂdiﬂm.abudblﬂt?dypepﬂmﬂgumgwummw

mwwmwm 248 , 1019-1023, (1660) beschrieben.

ammwmummmnmmrmsou\u Protein mit einem scheinbaren
MolonWdﬂmomsskaMwobddleinAbbim1wmm
mmmmseqmmaomrwsmmwm Fwnvmwwmm
amDM-scqmaostemmmbmmmmmWMM
Nuldeotid -185 bis 1122 der In Abbildung 1 gezeigten Sequenz. medbmrwmmm
Fragments kodieren, sind beispielsweise soiche, die von Nukieotid -188 u:essbz«.vonmu-um
esadarinAbbildmigezoigTanSeqmm.aovomgtslnd buﬁallsONh-Soquenm.dbmrdn
ProtsinvoneMa?SlBSkaodlem.wobdsold\o.dlodi ianu4dargestaﬂtharﬂelchNA-s°quenzm
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enthalten, bevorzugt sind. Besonders bevon;zugte ONA-Sequenzen sind in diesem Fall di Sequenzen des
offenen Leserasters von Nukdeotid 2 bis 1177. Di  Peptide 1A, IIC, HE, HIF, IQ und lIH werden v n der
partiellen cDNA-Sequenz in Figur 4 kodiert, wobei die geringflgigen Abweichungen der experimentsi]

sequenzen abgeleiteten AminosAuresequenzen bestimmt werden,

Die Erfindung betrifft weiterhin DNA-Sequenzen, die eins Kombination aus Zwel Tell-DNA-Sequenzen
umfassen, wobei die eine Teilsequenz fir soiche Rslichen Fragments von nichi slichen Proteinen, die TNF
binden kodiert (s.0.) und die andere Teil-Sequenz, flr alle Domiinen aussar dor ersten Domine der
konstantsn Region der schweren Kette von humanen Immunglobutinen, wie 1gG, igA, IgM bzw., IgE, kodiert

Die vorfiegends Erfindung belrifft natlrich auch die von solchen DNA-Sequenzen kodierten rekombin-
anten Protsine. Seibstverstindlich sind dabei auch soiche Proteine umfasst, In deren Aminosduresequen-
28n, beispieisweise mittels gszielter Mutagenese, Aminosiuren S0 ausgetauscht worden sind, dass dadurch
dle Aldivitit der TNF-BP oder deren Fragments, ndmiich die Bindung von TNF oder die Waechselwirkung
mit anderen, an der Signallibertragung betsiligten Membrankomponentsn, in einer gewlnschten Art verin-
dert oder erhalten wurden. Aminosaureaustausche in Proteinen und Peptiden, dis im aligemeinen die
Akﬂviﬂtso!d\efMobkubrﬁdnverindmsiMhnShndduTodmikbehnmmdbdmva.
Neurath und R.L_ Hill in "The Proteins® (Academic Prass, New York, 1979, siehe besonders Figur 8, Selte
14) beschrieben. Die am hdufigsten vorkommenden Austausche sind: Ala/Ser, Valtle, Asp/Glu, Thr/Ser,
AlaGly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leulls, LeuwVal, Ala/Glu,
AsprGly, sowie soiche in umgekehrier Welse. Dlovorleoondo&rﬂndmgbwifnfumvm.dio
erfindungsgemisse DNA-Sequ ethenmdszmnsfonnaﬂonmomenpro-mwlwyou-
schen Wirtssystemen gesignet sind, wobel soiche Vektoren bevorzugt sind, deren Verwendung zur-

DbmmmmmmmmvmmnwmmpdmdBuﬂm
lung pharmazeutischer Pmmm.mwuuwwmxmmwmm.h
deren Verlaut TNF involviert ist.

Ausgangsmaterial fiir die erfindungsgem3ssen TNF-BP sind ganz aligemein Zsilen, dle solche TNF-8P
in mmmmmmmmmmrmmmmumohm
lich sind. wie beispielsweise HLS0- [ATCC Nr. CCL 2401, U 937- [ATCC Nr. CRL 1583], SW 480- {ATCC Nr.

Octyl-8-D-glucopyranceid {Octyigiucosid), oder H(&CMIylunidopropyl)-dmomylammuuo)-l-propan sulfo-
w(mmmmrmx-m.mdmmmmdmmmmim_w
wmmmmmumw:nwmmpwmmubmaam

TNF-BP sind Affinit3tschromatographie, insbesonders mit TNF-a als an dis Festphase gebundenen Ligan-
den und Immunaffinititschromatographis, HPLC und SDS-PAGE. Die Eluticn von mitiels SDS-PAGE
aufgetrennten TNF-BP Banden kann nach bekannten Methodsn der Proteinchemie erfoigen, beisplelsweise
mittels Eleldroelution nach Hunkapilier et al. (34), wobel nach heutigem Stand des Wissens die dort

4
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angegebenen Blektro-Dialysezeiten genersil 2u verdoppeln sind. Danach noch verbleibende Spuren von
SDS kdnnen dann gemXiss Bosserholf et al. (50] entf mt werden.

Die so gersinigten TNF-BP kdnnen mittels der im Stand der Technik bekannten Methoden der
Peptidchemie, wie beispieisweise N-terminale Aminosduresequenzierung oder enzymatische wie chemische
Peplidspaltung charakterisiert werden. Durch enzymatische oder chemische Spaltung erhaftene Fragmente
k8nnen nach gingigen Methoden, wie beispisisweise HPLC, aufgetrennt und selbst wieder N-terminal
sequenziert werden. Solche Fragmente, die selbst noch TNF binden, knnen mittels der obengenannten
Nachweismethoden flr TNF-BP identifiziert werden und sind ebenfalls Gegenstand der vorilegenden
Erfindung. . )

Ausgehend von der so erhditichen Aminosduresequenzinformation oder den in Figur 1 wie Figur ¢
dargesteitten DNA- wie Aminosduresequenzen k8nnen unter Beachtung der Degeneration des genetischen
Codes nach Im Stand der Technik bekannten Methoden geeignete Otigonukieotide hergestelit werden (51}
Mittels dleser k8nnen dann wiederum nach bekannten Methoden der Molekularbiologie [42,43] cONA- oder
genomische DNA-Banken nach Klonen, die t0r TNF-BP kodiersnde Nukleinsiuresequenzen enthalten,
abgesucht werden. Ausserdem kdnnen mitteis der Polymerase-Kattenreaktion (PCR) (48] cDNA-Fragmente
Kloniert werden, indem von zwel aussinanderliegenden, relatlv kurzen Abschnitten der Aminosduresequenz
unter Beachtung des genetischen Codes vollstdndig degenerierte und in ihrer Komplementaritiit geeignets
Oligonucleotide als "Primer® eingesstzt werden, wodurch das zwischen dissen beiden Sequenzen flegende
Fragment ampiifiziert und identifiziert werden kann. Die Bestimmung der Nukiectidsequenz eines derartigen
Fragmentes ermdglicht-eine unabhéngige Bestimmung der Aminosiure-Sequenz des_Proteinfragments, fOr
das es kodlert. Die mitteis der PCR erhdlitlichen cONA-Fragments kSnnen ebentfalis, wie bereits fir die
Oligonukiectide selbst beschrigben, nach bekannten Methoden zum Aufsuchen von fir TNF-BP kodlerende
Nukieinsfiuresequenzen enthaitenden Klonen aus cONA- bzw. genomische DNA-Banken verwendet werden.
Solche Nuldeinsduresequenzen kinnen dann nach bekannten Methoden saquenziert werden {42]. Autgrund
der so bestimmten wie der fir bestimmte Rezeptoren bereits bekannten Sequenzen kSnnen soichs

Teilsequenzen. dle fOr i3sliche TNF-BP-Fragments kodieren, bestmmt und mittels bekannter Methoden aus”

der Gesamtsaquenz herausgeschnitten werden [42].

Die gesamts Sequenz oder solche Tellsequenzen k3nnen dann mittsis bekannter Methoden in im Stand
der Technik beschricbene Vektoren zu deren Vervielfditigung wie Expression in Prokaryoten integriert
werden [42). Geeignete Prokaryotische Wirtsorganismen stollen belspieisweiss gram-negative wie gram-
Positive Bakterien, wie beispieisweise E. coil Stimme, wis E. coll HB 101 {ATCC Nr. 33 894] oder E. coli
W3110 [ATCC Nr. 27 325] oder B. subtills Stimme dar.

Weiterhin kBnnen erfindungsgemésse Nukleinsiuresaguenzen, die f0r TNF-BP sowie fir TNF-BP-
Fragments kodieren, in geeignets Vektoren zur Vermehrung wie Expression in eukaryotischen Wirtszellen,
wie beispisisweise Hefe, Insekten- und S3ugerzellen, mitteis bekannter Methoden integriert werden.
Exprassion soicher Sequenzen erfoigt bevorzugt in SHuger- wie Insektenzellen.

Ein typischer Expressionsvektor fir Saugerzetien enthiilt ein effizientss Promotorelement, um eine gute

ion und Polyadenylierung des Transkripts. Weitere Elements, die verwendet werden kdnnen, sind
*Enhancer®, weiche zu nochmals verstirkter Transiaiption fOhren und Sequenzen, weiche 2.B. eine iéngere
Halbwertszeit der mRNA bewirken k3nnen. Zur Expression von Nukieinsiuresequanzen, denen das endo-
mmanswmmmwmwuamvmmmmm
geeignets Sequenzen, die flr Signaipeptide von anderen bekanntsn Proteinen kodieran, enthalten. Siehe
wspielswaaduvonwma.n.mc.uae.mmumwvmmowww
Shm&dd.h'wmunlcﬁuin Molecular Blology®. edt by Gsthing, M.J., Cold Spring
Harbor Lab. (1906), Seiten 73-78.
mmmvwaommmmwmmmmmom-seqmmsaw
lon verwendst werden, enthaiten den Repiikationsursprung des SV40 Virus. in Zellen, die das T-Antigen des
Virus exprimiersn, (2.8. COS-Zellen), werden diese Vektoren stark vermehrt. Eine vorUbergehends Expres-
slon ist aber nicht auf COS-Zellen beschriinkt. im Prinzip kann jede transfektierbare S3ugerzeiliinie hierflr
verwendet werden. Signale, dle sine Mdecipuonbowimwnm.s(ndLB.dbﬁumwaplm
Pmmm:mmsvw.aamwmawm-mmwmny'emmm
(humaner Cytomegaliovirus), die LTRs (“long terminal repeats”) von Retroviren, wie beispisisweise RSV,
HIV und MMTV. Es kBnnen aber auch Signale von zeiluldren Genen, wie 2.B. die Promotoren des Aktin-
und Collagenase-Gens, verwendet werden. ’
Alternativ kSnnen aber auch stabile Zelifinien, die die spezifische ONA-Sequenz im Genom
(Chromosom) integriert haben, erhalten werden. Hierzu wird die DNA-Sequenz zusammen mit einem
soloktiorbaren Marker, 2.B. Neomycin, Hygromycin, Dihydrofolat-Reduktase (dhir) oder Hypoxanthin-

S
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Guanin-Phosphoribosyitransferase (hgpt) kotransfektiert Di stabil Ins Chromosom eingebauts DNA-Se-
quenz kenn auch noch stark vermehrt w rden. Ein gesigneter Selektionsmarker hisrflr ist beispi Isweise
di Dihydrofolat-Reduktase (dhir). SSugerzellen (2.8. CHO-Zellen), w Iche kein intaktes dhir-Gen entbalten,
werden hierbel nach erfoigter Transfoktion mit steigenden Mengen von Methotrexat inkubiert. Aut diese
Weiss knnen Zellinien erhaiten werden, weiche mehr als tausend Kopien der gewlinschten DNA-Sequenz
enthaiten.

S3ugerzelien, weiche fir die Expression verwendet werden kinnen, sind 2.8. Zellen der menachlichen
Zelllinion Hela [ATCC CCL2] und 283 [ATCC CRL 1573), sowie 3T3- [ATCC CCL 163) und L-Zelien, 2.8.
[ATCC CCL 148), (CHO)-Zellen [ATCC CCL 81}, BHK {ATCC CCL 10}Zellen sowie die CV 1 [ATCC CCL
70} und die COS-Zelilinien [ATCC CRL 1850, CRL 1851},

Geeignets Expressionsvektoren umfassen bsispielsweise Vektoren wie pBCi12MI [ATCC 67 109],
pSvadhir [ATCC 37 148], pSVL {Pharmacia, Uppsala, Sweden), pRSVCat [ATCC 37 152) und pMSG
{Pharmacia, Uppsala, Sweden]. Basonder bevorzugte Vektoren sind die in Beispie! 9 verwendeten Vektoren
"pK18* und "pN123". Diese kiinnen aus den mit ihnen transformierten E. coli-Stimmen HB101(pK19) und
HB101(pN123) nach bekannten Methaden iscliert werden [42). Diess E. coli-Stimme wurden am 28. Januar
1990 bei der Deutschen Sammiung von Milroorganismen und Zelikuituren GmbH (DSM) in Braunschweig,
BRD unter DSM 5781 fir HB101(pK18) und DMS 5784 fOr HB101(pN123) hinterlegt. Zur Exprassion der
Proteine, dle aus einem K3slichen Fragment von nichtislichen TNF-8P und einrem Immungliobulinanteil, d.h.
allen Domiinen ausser der ersten der konstanten Region der schweren Keatte, bestshen, eignen sich
besonders pSV2 abgeleitete Vekioren wis beispisisweise von German, C. in "DNA Cloning® {Vol. I1., edt von
Glover, O.M., IRL Press, Oxford, 1885] beschrieben. Besonders bevorzugte Vektoren sind die bei der
Deutschen Sammiung von Mikroorganismen und Zeflkulturen GmbH (DSM) In Braunschweig, BRD hinter-
legten und in der Europiischen Patentanmeidung Nr. 90107383.2 genau beachriebenen Vektorsn pCD4-Hu
{DSM 5315), pCD4-Hyl (DSM 5314) und pCD4-H~+3 (DSM 5523). Besagto Europliische Patentschyift wie die
in Beispisl 11 angegebenen Equivalenten Anmeidungen enthalten auch Angaben beziglich der weiteren
Verwendung dieser Vektoren zur Expression von chimiiren Proteinen (sishe such Beispiel 11) wie aur
Konstruktion von Vektoren fiir die Expression von soichen chimiren Proteinen mit anderen immungiobufin-
anteilen.

Die At und Weise wie die Zellen transfektiert werden hiingt vom gewdhiten Expressions- und
Vektorsystem ab. Eine Usbersicht Ober diese Methoden findet man z.8. bei Pollard et al., "DNA Transfor-
mation of Mammafian Cells” In "Methods in Molecuiar Bilology” (Nucieic Acids Vol. 2, 1684, Walker, J.M.,
ed, Humana, Ciifton, New Jersay). Weitere Methoden findet man bel Chen und Okayama ["High-Efficiency
Transformation of Mammaiian Cells by Plasmid DNA®, Molecular and Ceil Biology 7 , 2745-2752, 1887)] und
bei Feigner {Feigner et al., "Lipolectin: A highly efficient, ipid-mediated DNA-transfection procedure®, Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 84 , 7413-7417, 1887).

Zur Expression In Insekienzeilen kann das Baculovirus-Expressions-System, weiches schon fUr dis
Expression einer Relhe von Protsinen erfoigreich eingesetzt worden ist (fir eine Uebersicht sishe Luckow
and Summers, Bia/Technology 6 , 47-55, 1888). verwendet werden. Rskombinants Proteine k3nnen
authentisch oder als Fusionsproteine hergestelit werden. Die so hergasteiiten Proteine kSnnen auch
modifiziert. wis beispleisweise glykosyfiert (Smith et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA 82 , 8404-8408, 1887)
sein. Fir die Herstellung oines rekombinanton Baculovirus, der das gewlnschis Protein exprimiert,
verwendet man einsn sogenannten "Transfervektor®. Hierunter verstaht man ein Plasmid, weiches die
hetercioge DNA-Sequenz unter der Kontrolle eines starken Promoters, z.B. dem des Polyhedringens,
enthilt, wobel dlese auf bekien Seiten von viralen Sequenzsn umgeben ist. Besonders bevorzugte Vekioren
sind die in Belsplel 10 verwendeten Vekioren "pN113%, "pN118" und "pN124°. Disse kinnen aus den mit
ihnen transformiertan E. coll-Stimmen HB101(pN113). HB101{pN119) und HB101(pN124) nach bekannten
Methoden leollert werden [42] Diese E. coli-Stlmme wurden am 28. Januar 1990 bei der Deutschen
Sammiung von Migoorganismen und Zailkulturen GmbH (DSM) in Braunschweig, BRD, unter DSM 5762 fur
HB101(pN113). DM 5783 flir HB101(pN118) und DSM 5785 fir HB101(pN124) hinterlegt. Der Transfervek-
tor wird dann_zusammen mit DNA des Wildtyp-8aculovirus in die insskdenzelien transfektiert. Die in den
Zellen durch homologe Rekombination entstehenden rekombinanten Viren kSnnen dann nach bekannten
Methoden identifiziert und isollert werden. Eine Uebersicht Gber das Baculovirus-Expressionssystem und
der dabei verwendeten Methoden findet man bei Luckow und Summers (52}

Exprimierts TNF-BP wie ihre nichtiSsiichen oder 13slichen Fragments kiinnen dann nach im Stand der
Technik bekannten Methoden der Proteinchemis, wie beispieisweise den bereits auf Seiten 5-8 beschriebe-

nen Veriahrens aus der Zslkmasse oder den KutturGberstiinden gereinigt werden.

Die erfindungsgemiiss erhaltenen TNF-BP k3nnen auch als Antigene mur Erzeugung von poly- und
monokionalen AntikSrpem nach bekannten Methoden der Technik [44,45] oder gemiiss dem in Beisplel 3
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beschriebenen Verfahren verwend t werden. Solch Antikdrper, insbesondere monokional Antikdrper

egen die 75 kD-TNF-8P-Spezes, sind ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung. Soiche gegen
die 75 kD TNF-BP gerichtete Antikdrper kinnen durch dem Fachmann geldufige Modifikationen des in den
Beispielen 4-8 im Detail beschriebensn Reinigungsverfahrens zur isollerung von TNF-BP eingesetzt werden.

Auf Grund der hohen Bindungsaffinitit erfindungsgemisser TNF-8P fir TNF {Ks-Werte in den Gris-
senordnungen von 10~ - 1-'9M) kdnnen diese oder Fragmente davon als Diagnostika zum Nachweis von
TNF in Serum oder anderen K¥rperfiissigkeiten nach im Stand der Technik bekannten Mathoden,
beispielsweise in Festphasenbindungstests oder in Verbindung mit Anti-TNF-BP-Antikdrpem in sogenannten
*Sandwich"-Tests, eingesetzt werden. :

Im Ubrigen kBnnen erfindungsgsmisse TNF-BP ainerseits zur Reinigung von TNF und andererseits
zum Autfinden von TNF-Agonisten sowie TNF-Antagonisten nach im Stand der Technik bekannten Verfah-
ren verwendet werden.

Die erfindungsgemiissen TNF-BP sowie deren physioclogisch vertrigliche Saize, die nach im Stand der
Technik bekannten Methoden hergestelit werden k&nnen, kénnen auch zur Herstellung von pharmazeut-
schen Priparaten, vor allem solchen zur Behandlung von Krankheiten, bel deren Verlaut TNF involviert ist,
verwendet werden. Dazu kann eine oder mehrere der genannten Verbindungen, falls winschenswert bzw.
erforderlich in Verbindung mit anderen pharmazeutisch aktiven Substanzen, mit den Ublicherwelse verwen-
deten festen oder filssigen Trigermaterialien in bekannter Weise verarbeitet werden. Die Dosierung soicher
Priparate kann unter Berlicksichigung der Ublichen Kriterien In Analogie 2u bereils verwendeten Priipara-
ten Zhnlicher Aktivitit und Struktur erfoigen.

Nachdem die Erfindung vorstshend aligemein beschrieben worden ist, sollen die folgenden Belspiele
Einzelheiten der Erfindung veranschaulichen, ohne dass diese dadurch in irgendeiner Weise eingeschrénkt
wird,

Beispiel 1

Nachweis von TNF-bindenden Proteinen

Dle TNF-BP wurden in einem Filtertest mit humanem radio-jodlertem 'BLTNF nachgewiesen. TNF
{4847) wurde mit Na'® | (IMS40, Amersham, Amersham, England) und lodo-Gen (#28800, Plerce
Eurochemie, Oud-Beijeriand, Niederlande) nach Fraker und Speck (48] radioaktly makiert. Zum Nachweis
der TNF-BP wurden isofierte Membranen der Zellen oder ihre solubilisierten, angereicherten und gereinig-
ten Fraktionen auf angefouchtste Nitroceliulose-Filter (0.45 u, BioRad, Richmond, California, USA) aufgetra-
gen. Die Fiiter wurden dann in Pufterisung mit 1% entfettetem Milchpulver blocidert und anschiigssend mit
5°10° cpmvml 'BRTNFa (0.3-1.0°10% cpmiLg) in zwei Ansdtzen mit und ohne Beigabe von 5ug/mi nicht
maridertem TNFa inkubiert, gewaschen und luftgetrocknet. Die gebundene Radiocaktivitit wurde autoradio-
graphisch semiquantitativ nachgewiesen oder in elnem y-Counter gezihit. Die spezifische 'BLTNFea=
Bindung wurds nach Korreidur fir unspezifische Bindung in Anwesenheit von unmaridertem TNF-a im
Ueberschuss ermitteit. Die spezifische TNF-Bindung im Filtertast wurde bel verschiedenen TNF-Konzentra-
tionen gemessen und nach Scaichard analysiert (33}, wobel sin KsWaort von ~10~%-10"'9M ermittsit wurde.

Beispiel 2

Zellgxtrakte ;_M-w-lollon

HLBO Zellen [ATCC-Nr. CCL 240] wurden in experimenteilem Labormasstab in einem RPMI 1840-
Medium [GIBCO-Kataiog Ny. 074-01800], das noch 2 gA NaHCO; und §% (Otales Kaberserum enthielt, in
einer 5% CO2-Atrmosphire kultiviert und anschilessend zentrifuglert.

Zum Erzielen hoher Zelidichten in technischem Masstab wurde folgendermassen verfahren. Die

~ ZOchtung wurda in einem 75 | Alriififermenter (Fa. Chemap. Schwelz) mit 58 | Arbeitsvolumen durchgeflhrt.

Hierflr wurd das Kassettenmembransystem "PROSTAK® (Millipore, Schweiz) mit einer Membranfiiche
von 0.32 m2 (1 Kassette) in den dusseren Zirkulationskreisiauf integriert. Das Kutturmedium (siehe Tabelle
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1) wurde mit einer Watson-Marlow Pumpen TYP 603U, mit 5 Umin. umgepumpt. Nach ein r Dampfsterlisa-
tion der Aniagen wobei das "PROSTAK® System im Autoklaven separat sterilisiert wurde, wurde die
Fermentation mit wachsanden HL-80 Zollen aus ein m 20 ! Alrliftfermenter (Chemap) gestartet. Die
ZslizUchtung Im implfermenter erfoigte im konventionellen Batchvertahren in dem Medium gemiss Tabelle
1 und einem Startzeiliter von 2x10% Zellervml. Nach 4 Tagen wurde der HLBO Ansatz mit einem Titer von
49x10% Zellen/ml in den 75 | Fermentsr GberfGhrt. Der pH-Wort wurde bel 7,1 und der pO2 Wert bel 25%
Sittigung gehaiten, wobei der Sauerstoffeintrag durch eine mikroporSse Fritte erfoigts. Nach anfiingiicher
Batchfermentation wurde am 2. Tag die Perfusion bei einem Zelititer von 4x10¢ Zellervm! mit 30 |
Mediumsaustausch Pro Tag gestartet. Auf der Filtratseite der Membran wurde das konditionierte Medium
abgezogen und durch den Zulauf von frischem Medium ersetzt. Das Zulaufmedium wurde wie foigt
verstirkt: Primatone von 0,25% auf 0.35%, Glutamin von § mM auf 8 mM und Gilucose von 4 g/ auf 6 gA.
Ole Perfusionsrate wurde dann am 3. und 4. Tag auf 72 | Medium/Tag und am 5. Tag auf 100 | Medium/Tag
erh8ht. Nach 120 Swunden der kontinuieriichen Ziichtung wurde die Fermentation beendet. Unter den
gegebenen Fermentationsbedingungen erfoigte exponentielles Zsllwachstum bis 40x10% Zellewml Die
Verdopplungszeit der Zellpopulation betrug bis 10x10° Zellervml 20-22 Stunden und stieg dann mit
zunehmender Zelldichte auf 30-38 Stunden an. Der Anteil der lebenden Zsllen lag withrend der gesamten
Fermentationszeit bei 80-95%. Der HL-60 Ansatz wurde dann im Fermenter auf ca. 12° C heruntergekiihit
und die Zellen durch Zentrifugation (Becionan-Zentrifuge [Modell J-68, Rotor JS), 3000 rpm, 10 min., 4 C)
geermtet.

Tabelle )

HL-60 Medium
Komponenten Konzentrationen

&g/l
Cac12 (wagserfreil) 112,644
Ca(NO3)ZOQBzO 20 3
Cuso, *5H,0 , 0,498¢10"
EQ(N03)309520 0,02
?080407R20 0,1668
KC1l 336,72
KN03 , - 0,0309
Hquz (wasserfrei) 11,444
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Hqso4 (wassarfrei)
NaCl

NaZHPO‘ (wasserfral)
NaHZPO‘OH 0

2
Na_Se0,+5H, O

2 3 2
Zn50407H20

D-Glucose

Glutathion (red.)
Hepes-Putfer
Bypoxaathin
Linolsiure

Liponsdure

Phenclrot

Putrescin 2HC1
Na-Pyruvat

Thymidin

Blotin
D-Ca-Pantothenat
Cholinchlorid
Folsiure

i-Inositol

Niacinamiaq
Nicotinamid
para-Aminobenzoesiure
Pyridoxal HC1
Pyridoxin HC1l
Riboflavin

Thiamia HC1

Vitaain 312
L-Alanin
L-Asparagingiure
L-Aspacagin H,O
L-Acrginin
L-Arginin HC1
L-Agspactac

2

68,37
5801,8
188,408
75
9,610
0.1726

4000
0.2
2383,2

0,954
00,0168
0,042

10,24
0,0322

88
0.14¢
0.04666
2,546
5,792
2,86

11,32
2.6
0,0074
0.2
2,4124
0.2
0,2876
2,668
0,2782

11,78
10
14,362
40
92,6
33,32

3
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L-Cystin 2HC1 e 62,04
L-Cystein HCI-HZO 7.024
L-Glutaminsdure . 36,94
L-Glutanmin . 730
L-Glycin 21,5
L-Histidin k|
L-Histidin HCIOHZO 27,392
L-Hydzroxypyrolin 4
L-Isoleucin 73,788
L-Leucin 75.62
L-Lysin HC1 . 102.9
L-Methionin : 21,896
L-Phenylalanin 43,592
L-Prolin _ 26,9
L-Serin 31.3
L-Threonin 53 A
L-Tryptophan 11,008
L-Tyrosins2Na 69,76
L-Valin 62,74
Penicillin/Streptomycin 100 U/m}
Ingulin (human) S ug/ml
Tranferrin (human) 15 ug/ml
Rinderserumalbuain 67 ug/ml
Primatone RL (Sheffield Products,

Nocwich NY, USA) 0,25%
Pluzoaic P68

(Serva, Heidelberg, BRD) 0.,01%
Fltales Xidlberserum 0,3-3%

Das Zentrifugat wurde mit isotonem Phosphatpuffer (PBS; 0,2 g4 KC1, 0.2 g KHaPOs, 8.0 g/ Nadl, 2,16
g/ NagHPOy—* 7H20), der mit 5% Oimethylformamid, 10 mM Benzamidin, 100 E/m! Aprotinin, 10 uM
Leupeptin, 1 uM Pepstatin, 1 mM o-Phenanthrolin, 5 mM Jodacetamid, 1 mM Phenyimethytsuifonyifiuorid
versatzt war (im folgenden ais PBS-M bezsichnet), gewaschen. Dis gewaschenen Zallen wurden bel einer
Dichts von 2.5°10% Zellervmi in PBS-M mit Triton X-100 (Endkonzentration 1,0%) extrahiert. Der Zaliextrakt
wurde durch Zentrifugation geldiirt (15000 x g, 1 Stunde; 100°000 x g, 1 Stunds).

Beispiel 3

10
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Herstellung von monckionalen (TNF-BP)-Antik8rpermn

Ein gemiss Belspiel 2 erhaltener ZentrifugationsUberstand aus Kultivierung von HLBO-Zellen im
experimental!on Labormasstab wurde im Verhdltnis 1:10 mit PBS verdUnnt. Der verdUnnte Usberstand
wurde bei 4°C auf eine SHiule aufgetragen (Flussrate: 0.2 mimin.), die 2 mi Affigel 10 enthielt (Bio Rad
Katalog Nr. 153-6098), an das 20 mg rekombinantes humanes TNF-a (Pennica, D. et al. (1984) Nature 312,
724; Shiral, T. ot al. (1985) Nature 313 , 803; Wang, AM. et al. (1985) Science 228 , 149) gemiss den
Empfehlungen des Herstellers gekoppelt worden war. Die Sdule wurde bel 4° G und einer Durchfiussrate
von 1 mumin zuerst mit 20 mi PBS, das 0,1% Triton X 114 enthielt und danach mit 20 ml PBS gewaschen.
So angereichertes TNF-BP wurde bei 22" C und siner Flussrate von 2 mimin mit 4 mi 100 mM Glycin, pH
28, 0,1% Decyimaltosid eluiert. Das Eluat wurde in einer Centricon 30 Einheit [Amicon] auf 10 wl
konzentriert. .

10 ! dieses Eluates wurden mit 20 ul volistindigem Freundschen Adjuvans 2u einer Emulsion
gemischt. Je 10 u! der Emuision wurden gemiss dem von Holmdani, R. et al. [(1985), J. immunol. Methods
83 379] beschriebenen Verfahren an den Tagen 0. 7 und 12 in eine hintere Fusspfote einer narkotisierten
Balbic-Maus injiziert ‘

" Am Tag 14 wurde die immunisierts Maus getStet, der poplitesle Lymphimoten herausgenommen,
zerideinect und in Iscove's Medium (IMEM, GIBCO Katalog Nr. 074-2200), das 2 g/ NaHCO3 enthieit, durch
wiederholtes Pipettieren suspendiert. Gemass einem modifiziertsn Verfahren von De StL.Groth und Schei-
degger [J. Immunol. Mathods (1980), 35 , 1] wurden Sx107 Zellen des Lymphknotens mit 5x107 PAl Maus-
Myetomazsiien (J.W. Stocker et al., Fflesearch Disclosure, 217, Mai 1982, 155-157), die sich in logarithmi-
schem Wachstum befanden, lusioniert. Dis Zellen wurden gemischt. durch Zentrifugation gesammeit und
durch leichtes Schlttein in 2 mi 50% (wv) Polysthylenglycol in IMEM bsi Raumtemperatur resuspendiert
und durch langsame Zugabe von 10 mi IMEM wihrend 10 Minuten vorsichtigen Schitteins verdGnat. Die
Zelien wurden durch Zentrifugation gesammelt und in 200 mi volistindigem Medium (MEM + 20% fltales
Kiberserum, Glutamin (2.0 mM), 2-Mercaptoethanol (100 M), 100 LM Hypoxanthine, 0.4 itM Aminopter-’
ne und 18 UM Thymidine (HAT)] resuspendiert. Die Suspension wurde auf 10 Gewebekulturschalen, die
jeweils 96 Vertiefungen enthieiten, verteilt und ohne Wechsel des Mediums bei 37° C in einer Atrnosphiire
von 5% CO2 und einer relativen Luftfeuchtigksit von 88% 11 Tage lang inkubiert.

Die Antikiirper zsichnen sich aus durch ihre inhiblerende Wirkung aut die TNF-Bindung an HLB0-Zellen
oder durch Ihre Bindung an Antigen im Filtertest gemiiss Beispiel 1. Zum Nachweis der biclogischen
Aktivithit von anti(TNF-BP)-AntikSrpem wurde folgendermassen verfahren: 5x10¢ HLBO oder U937-Zeilen
wurden in vollstindigem RPMI 1840 Medium zusammen mit affinititsgersinigten monoidonalen ant-(TNF-
BP)-AntikSrpemn oder KontrollantikSrpem (d.h. solchen, die nicht gegen TNF-BP gerichtst sind) in einem
Konzentrationsbereich von 1 ng/m! bis 10 1g/mi inkublert. Nach einer Stunde Inkubation bel 37° C wurden
die Zellen durch Zsntrifugation gesammekt und mit 4,5 mi PBS bei 0° C gewaschen. Sie wurden in 1 mi
volistindigem RPMi 1840 Medium (Beispiel 2), das zusiitziich 0.1% Natriumazid und ‘#+TNFa (106
cpm/ml) mit oder chne Beigabs von unmaridertem TNFa {s.0.) enthiet, resuspendiert Dlo spezifische
RMM@"F‘I’N&M\QTMW.DloZellonwu:den2$nndonbel4Clnk\bh.n.
gewnmaﬂund4mdmit‘.5mlPBs.da1%BSAme.OO1%Tmmx100(Fhka)eando c
gewaschen. Die an die Zelien gebundens Radioaktivitit wurde in eimem y-Scintillations-ziihler gemessen. in
sinem vergleichbarsn Experiment wurde die zeligebundene Radicaldivitiit von Zellen, die nicht mit anth
(TNF-BP)-Antik8rpem behandelt worden waren, bestimmt (ungetdhr 10 000 cprmvSx10¢ Zeilen).

Beisple! 4

Affinititschromatographie

mrdbmmmmuanmwwammwmmw
TNF-BP)-Antik3rper (2.8 mg/mi Gel), TNFa (3.0 mg/mi Gel) und Rinderserumalbumin (BSA, 8,5 mgmi Gel)
gemiss den Vorschriften des Hersteflers kovalent an CNBr-aktivierte Sepharose 48 (Pharmacia, Uppsala,
Schweden) gekoppeit. Der gemiss Beispiel 2 erhaltane Zsllextrakt wurde (ber dle so hergesteiiten und in
der folgenden Reihenfolg hintereinandergeschalteten Sluien geleitet BSA-Sepharose-Vorsiule, immunaft-
nititssiiule [Anti-(55 kD-TNF-BP)-AntikSrper], TNFa-Ligand-Affinitatssaule. Nach vollstindigem Auftrag wur-
den die beiden letztgenannten S¥ulen abgetrennt und einzein fUr sich mit je 100 mi der folgenden

11
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Pufferi§sungen gewaschen: (1) PBS, 1.0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; (2) P8BS,
0,1% Triton X-100, 0,5M NaCl, 10 mM ATP, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin; und (3) P8BS, 0,1%
Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E'ml Aprotinin. Sowohi dl Immun- als auch die TNFa-Ligand-
Affinititssdule wurden dann mit 100 mM Glygin pH 2.5, 100 mM NaCl, 0,2% Decylimaitoside, 10 mM
Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin jede fOr sich eluiert. Die im Filtertest gemiiss Beisplel 1 aktiven Fraktionsn
jeder SHule wurden danach jeweils vereint und mit 1M Tris pH 8,0 neutralisiert.

Die so vereinten TNF-BP-aktiven Fraktionsn der Immun-Affinititschromatographie einerseits und der
TNFa-Ligand-Affinitiitschromatographie andererseits wurden zur weiteren Reinigung nochmals auf je eine
kieine TNFa-Ligand-Affinittssiiule aufgetragen. Danach wurden diese beiden S3ulen mit je 40 mi von (1)
PBS, 1,0% Triton X-100, 10 mM Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, (2) PBS, 0,1% Triton X-100, 0,5M NaCl,
10 mM ATP, 10mm Benzamidin, 100 E/ml Aprotinin, (3) PBS, 0,1% Triton X-100, (4) 50 mM Tris PH 7.5,
150 mM NaCl, 1,0% NP-40, 1.0% Desaxycholat, 0,1% SDS, (5) PBS, 0,2% Decyimaitosid gewaschen.
Anschiiessend wurden die S3ulen mit 100 mM Glycin pH 2.5, 100 mM NaCl, 0,2% Decyimaltosid eluiert.
Fraktionen von 0.5 ml von jeder S3ule wurden fr sich gesammeit und dle gam3ss Filtertest (Beispie! 1)
aktiven Fraktionen von jeder Sdule jeweils fir sich vereint und in elnor Centricon-Einheit (Amicon,
Molekulargewichts-Ausschiuss 10 '000) aufkonzentriert.

Beispiel §

Aufrennung mittels HPLC

Dis gemilss Beispiel 4 erhaltenen aidiven Fraktionen wurden gemdss ihrer unterschiedlichen Herkunft
(immun- bzw. Ugand-Affinititschromatographie) jewsils fir sich auf C1/C8 Umkshrphasen-HPLC-SBulen
(ProRPC, Pharmacia, 5x20 mm), die mit 0,1% Trifluoressigsiiure, 0,1% Octyigiucosid equillbriert worden
waren, autgetragsn. Die S3ulen wurden dann mit einem linearen Acetonitil-Gradientsn (0-80%) Im gleichen
Putfer bei einem Fluss von 0.5 mUmin eluiert. Fraktionen von 1,0 ml wurden von jeder SXule gesammelit
und die aktiven Fraktionen von jeder SXule flir sich vereint (Nachwels gemiiss Belsplel 1).

Belspielg

Auftrennung mittels SDS-PAGE

Die gemiiss Basispiel 5 srhaltenen und gemiiss Filteriest (Beispiel 1) aktiven Fraktionen wurden durch
SDS-PAGE gomiss (34] weiter aufgetrennt. Dazu wurden die Proben in SDS-Probenpffer wihrend 3
Minuten auf 95°C erhitzt und anschiiessend aut einem 12% Acrylamid-Trenngel mit einem S5%igen
WebdmmmMMWWmmwmmw
aut dem SDS-PAGE Gel wurden die folgenden Eichproteine verwendet: Phosphorylase B (97,4 kD), BSA
(68,2 kD), Ovalbumin (42,7 kD), Carboanhydrase (31,0 kD), Soya Trypsin-inhibitor (21,5 kD) und Lysozym
(14,4 kD).

Unter den genannten Bedingungen wurden fir Proben, die gemiss Beispiel 4 durch TNF-a-Ligandenat-
finiitschromstographie von immunaffinititschromatographiesiuaten erhatten und durch HPLG gemiiss Bel-
spiel 5 weiter sufgetrennt worden warsn, zwei Banden von 55 kD und 51 kD sowie drei schwiichers Banden
von 38 kD, 38 kD und 34 kD erhalten. Diese Bandsn wurden in einemn Minl Trans Blot System (BioRad,
Richmond, Cajifomis, USA) slektrophoretisch withrend 1 Stunde bel 100 V In 25 mM Tris, 192 mM Glycin,
20% Methano! auf eine PVDF-Membran (immobilon. Milipors, Bedford, Mass. USA) transteriert. Danach
wurde die PVDF-Membran emweder mit 0,15% Serva-Blau (Serva, Heidsiberg, BRD) in
Methanol/Wasser.Eiseesig (S0/40/10 Volumenteile) auf Protein geflirbt oder mit entfettstern Milchpuiver
blocidert und anschiiessend zum Nachweis von Banden mit TNF-BP-Aktivitiit mit '3-TNFa gemiiss den in
Beispiel 1 beschriebenen Filtartestbedingungen inkublert. Dabei zeigte sich, dass alle in der Proteinfirbung
zur Darstellung gelangten Banden spezifisch TNFa banden. Alle disse Banden banden im Westam Biot
nach Towbin et al. [38] auch den gemiss Beispiel 3 hergesteilton monokdonalen AnY-55kD-TNF-BP-
Antik3rper. Dabei wurde ein gemiiss dem in Beispiel 1 baschrisbenen Vertahren mit Na'® | radicaktiv

12



10

18

EP 0 417 583 A2

manderter, affinititsgereinigter (Mausimmungiobulin-Sepharose-4B8-Affinititss3ule) Kaninchen-anti-Maus-
immunoglobulin-Antikrper zum autoradiographischen Nachweis dieses AntikSrpers singesetzt.

Proben, die gemiiss Beispiel 4 durch zweimalige TNF-a-Ligandenaffinitiitschromatographle des Durch-
laufs der immunaffinitdtschromatographie erhalten und durch HPLC gemidss Beisplel 5 weiter aufgetennt
worden waren, zeigten unter den oben spezifizierten SDS-PAGE- und Blottransfer-Bedingungen zwei
zusitziiche Banden von 75 kD und 85 kD, die beide im Filtertest (Beisplel 1) spezifisch TNF banden. Im
Waestern Blot gemiss Towbin et al. (s.0.) reagierten die Proteine dieser beiden Banden nicht mit dem
gemiss Beispiel 3 hergesteliten anti-(S5 kD TNF-8P)-Antik8rper. Sie reagierten allerdings mit einem
monokionalen Antikdrper, der ausgehend von der 75 kD-Bande (anti-75 kD TNF-BP-AntikSper) gemiss
Beispiel 3 erzeugt worden war.

Aminosiuresequenzanalyse

Zur Aminosiiuresequenzanalyss wurden die gemiss Beispiel § erhaltenen und gemiss Filtertest
(Beispiel 1) aktiven Fraktionen mittels der in Beispiel 8 bsschriebenen, nun jedoch reduziersnden, SDS-
PAGE Bedingungen (SDS-Probenpuffer mit 125 mM Dithiothweitol) aufgetrennt. Es wurden die gleichen
Banden wie gemiss Beispiel 8 gefunden, dis allerdings auf Grund der reduzieranden Bedingungen der
SDS-PAGE im Vergleich zu Beispiel 8 afie um etwa 1-2 kD hdhere Molekulargewichte zeigten. Dless
Banden wurden dann gemiiss Beispiel 8 aut PYDF-Membranen Ubertragen und mit 0,15% 35 Serva-Blau in

_ Methanol/Wasser/Elsessig (50/40/10 Volumentsile) wilhrend 1 Minute gefarbt, mit Methanol/Wasser/Esessig

(45/48/7 Volumenteile) entfirbt, mit Wasser gespllt, lufigetrocknet und danach ausgeschnitten. Bel simtik--
chen Schritten wurden zur Vermeldung von N-terminaler Biockisrung die von Hunkapiiler [34] angegebenen
Bedingungan eingshalten. Zunichst wurden dle gereinigten TNF-BP unveriindert zur Aminosiiuresequen-
amdmmmmwumsmumm«muonmmmm«mﬁapnmm
und S-Carboxymethyliesung [Jonss, B.N. (1988) in "Mothods of Protein Microcharacterisation®, J.E. Shively,
od., Humana Press, Ciifion NJ, 124-125] mit Bromcyan (Tarv, G.E. in "Methods of Protein Microcharactert-
sation”, 165-168, op.cit), Trypsin und/oder Proteinase K gespaltsn und die Peptide mittels HPLC nach
belanmien Methodsn der Protsinchemie aufgetrennt So vorbersitets Proben wurden dann in einem
automatisierten Gasphasen-Mikrosequenzier-Gerit (Applied Biosystsms Modell 470A, ABt, Foster City,
Caiif., USA) mit einem on-iine nachgeachaiteton automatisiertsn HPLC PTH-Aminosiiureanalysator (Appiled
Blosystems Modell 120, ABI s.0.) sequenziert, wobel die lolgenden Amincsiuresequenzen bestimmt
wurden:
1., Fr die 55 kD-Bande (gemiss nichtreduzierender SDS-PAGE):
wvmmM»mmamy»ww—varoMﬂys-rw-lwmx-
Asn-Ser-lie,
und ' '
Ser-Thr-Pro-Glu-Lys-Giu-Gly-Gii-Lou-Glu-Gly-The-Thr-Thr-Lys
wobei X fOr einen Aminocsdurerest steht, der nicht bestimmt werden konnte.
2., FUr die 51 kD und die 38 kD-Banden (gem3ss nichtreduzierender SOS-PAGE):
Leu-Val-Pro-His-Leu-Qly-AsP-Arg-Glu
3., FUr die 68 kD-Bands (gemiiss nichtreduzierander SDS-PAGE): Bai der N-terminalen Sequenzierung
duasmmmusmw.mwmmmmmmmmsnummmm
dmduwdmmoﬁdebeqmdqum.Mww,wmmrdossm-
Bande die foigende Sequenz abgeleitet:
Leu-Pro-Ale-Gin-Val-Ala-Phe-X-Pro-Tyr-Ala-Pro-Ghu-Pro-Gly-Ser-Thr-Cys.
wobel X f0r einen Aminosiurerest steht, der nicht bestimmt werden konnts.
Weiters Peptidsequenzen flr 75(85)kDa-TNF-BP wurden bestimmt
lle-X-Pro-Gly-Phe-Gly-Vai-Ala-Tyr-Pro-Ala-Leu-Glu
UM .
Ser-Gin-Leu-Glu-Thr-Pro-Glu-Thr-Leu-Leu-Gly-Ser- Thr-Glu-Glu-Lys-Pro-Leu
und
Val-Phe-Cys>-Thr
und
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Asn-Gln-Pro-Gin-Ala-Pro-Gly-Val-Glu-Ala-Ser-Gly-Ala-Gly-Glu-Ala
und

: Leu—Cys-Ala-Pro

und

Val-Pro-His-Leu-Pro-Ala-Asp

und

Gly-Ser-Gin-Gly-Pro-Glu-Glin-Gin-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro

wobei X fUr einen Aminos3urerest steht, der nicht besimmt werden konnts,

Belispiel 8

Bestimmung von Basen-Sequanzen von komplementdrer DNA (CONA)

Ausgehend von der Aminosiuresequenz gemdss Formel IA wurden unter Berlicksichtigung des
genetischen Codes zu den Amincsiureresten 2-7 und 17-23 entsprechende, volistiindig degenaecierte
Otgonuciectide in geeignetsr Komplementaritit synthetisiert ("sense® and *antisense” Oligonucieotide).
Totale zeiluiire RNA wurde aus HLBO-Zsllen Isollert (42, 43} und der ersts cONA-Strang durch Oligo-dT-
Priming oder durch Priming mit dem “antisense® Oligonucieotid mittels cines CONA-Synthese-iits (RPN
1258, Amnersham, Amersham, England) gemiiss der Anleitung des Herstallers synthetisiert. Dieser cONA-
Strang und die beiden synthetisierten degenerierten “sense® und “anti-sense” Ofigonuclectide wurden in
siner Polymerase-Kettenreaition (PCR, Peridn Elmer Cotus, Norwalk, CT, USA gemiiss Anleitung des
Herstellers) dazu verwendet, die fir die Aminosiure-Reste 8-18 (Formel 1A) codierende Basesequenz als
cONA-Fragment 2u synthetisieren. Die Basensequenz dieses cONA-Fragmentes lautet 5.
AGGGAGAAGAGAGATAGTGTGTGTCCC-3 . Dieses cDNA-Fragment wurde als Probe verwendet, um nach
bekannten Verfahren einen flir das 55 kD TNF-BP codierenden cDNA-Kion in einer \gt13-cDNA-Genbank
von menschilcher Placenta zu identifizieren (42,43). Disser Klon wurde dann nach Oblichen Methoden aus
demn \-Veldor geschnitten und in die Plasmide pUC18 (Pharmacia, Uppsais, Sweden) und puUC19
(Phanmacia, Uppsala, Sweden) und in die M13mp18/M13mp18 Bacterdophagen (Pharmacis, Uppsala,
Sweden) kioniert (42.43). Die Nukleotidsequenz dieses cDNA-Kions wurde mit einem Sequenase-Kit (U.S.
Blochemical, Cleveland, Ohio, USA) nach den Angaben des Hersteilers bestimmt Die Nuileotidsequenz
wanmmmmmmmmwssmmmwmwd
(Aminos3ure "-28" bis Aminosiure *07) ist in Figur 1 mitisis der im Stand der Technik Ubfichen
MmmrmmMmmnmwmmm.mm
mnmmmuw\mmmmmmmmummmwmm
Aminosiure enthaltende C-tsrminale Dominen, die von einer nach den Sequenzvergisichen typischen
Tmmmmv1smm(hﬂw1umm)gmmmﬂmﬂm
Mm@ywﬁmmlmwhﬁwiam&mMWQMMMm
gekennzeichnet.

ImWWWTmﬂmmndmdmmmmmFBPmdoPME
cDNkSequ«mnmidmﬁﬂdumwobdehdeﬂgumhdnhummDNAundvm
Peptid A abgeleitsten volistandig degenerierts 14-mere und 15-mere "sense” und "antisense” Oligonu-
mmmmdmpﬂm.abpwmmmmmw
wmwmmmmmmmmmmwmwmm
mmmummmm.mmwmmmmm‘mumnmw
MW(MM)MMNW&WMWD&W“
soichen cDNA-IGons 1st in Figur 4 dargestelit, wobei nochmalige Sequenzierung 2u foigendor Korreldur
mhm.MShIanthsmmdnmeorhdum'ACC'rﬂdum'TCC'med.
stehen.

. Beispiel g

Exprassion in C£_3 1-Zellen
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Fur die Expression in COS-Zellen wurden Vektoren ausgehend von dem Plasmid *pN11° konstruiert
Das Plasmid "PN11* enthifit den effizienten Promotor und Enhancer d s “major immediata-earty” Gens
des menschiichen Cytomegalovirus ("HCMV"; Boshart et al., Cell 41 , 521-530, 198S). Hinter dem Promotor
befindet sich eine kurze DNA-Sequenz, weiche mehrere Restriktionsschnittstellen enthilt, dle nur einmal im
Plasmid vorkommen ("Polyiinker"), u.a. die Schnittstellen fr Hindlll, Ball, BaMH| und Pvull (siehe Se-
quenz).

Pvull
5' - AAGCTTGGCCAGGATCCAGCTGACTGACTGATCGCGAGATC -3
3 -TTCGAACCGGTCCTAGGTCGACTGACTGACTAGCGCTCTAG-5"

Himer dissen Schnittstellen befinden sich drei Transiations-Stopcodons in allen drel Leserastem. Hinter dec
Polylinkersequenz befindet sich das 2. intron und das Polyadenylierungssignal des Priproinsulingens der
Ratte (Lomadico et al., Call 18 , 545-558, 1978). Das Plasmid enth3it ferner den Repiikationsursprung des
SV40 Virus sowie ein Fragment aus pBR322, das E. coli-Bakterien Ampicillin-Resistenz veriaiht und die
Replikation des Plasmids in E. coll ermdglicht.

Zur Konstruktion des Expressionsvekiors "pN123° wurde dieses Plasmid "pN11" mit der Restriktions-
endonukisass Pvull geschnitten und anschilessend mit alkalischer Phosphatase behandelt. Der dephospho-
rylierts Vektor wurde danach aus einem Agwrosegel isoliert (V1). Die § -Oberhiingenden Nukieotide des
EcoRl-geschnittenen 1,3kb-Fragments der 55 kD TNF-BP-cONA (siohe Beispiel 8) wurden mit Hilfe von
Klesnow-Enzym aufgefliit. Anschilessend wurde dieses Fragment aus einem Agarcsegel isoliert (F1).

- Danach wurden V1 und F1 mittels T4-Ligase miteinander verbunden. E. coli HB101-Zellen wurden dann mit

dissern Ligierungsansatz nach bekanntsn Methoden [42] transformiert. Mit Hife von Restriktionsanalysen
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden {42] wurden Transformanten identifiziert, die mit einem’
Plasmid transformiert worden waren, weiches das 1,3kb EcoRi-Fragment der 55 kD TNF-BP-cONA in der
fOr die Expression Ober den HCMYV-Promotor korrekten Orientierung enthieit. Dieser Vektor erhieit die
Bezeichnung "pN123".

Zur Konstruktion des Vektors “pK19” wurde folgendermassen verfahren. Ein DNA-Fragment, weiches
nur die fUr den extrazeiluliren Teil des 55 kD TNF-BP codierende cONA enthiilt (Aminosiiuren -28 bis 182
gemiss Figur 1) wurde mittels PCR-Technologie eraiten (Saili et al., Science 230 , 1350-1354, 198S,
siehe auch Bsispie! 8). Die folgenden Oligonuidectide wurden, um die fOr den extrazeiiuiiren Teil des 55 kD
TNF-BP codierende cDNA aus "pN123° zu ampiifizieren, verwendet

BAMHI
5' —-CACAGGGATCCATAGCTGTCTGGCATGGGCCTCTCCAC-3'

ASP718
31 -CGTGACTCCTGAGTCCGTGGTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC-5"

WMMWMthMWWMwTWMWMiMWQ 182
eingefUihrt. Dss 30 amplifizierts ONA-Fragment wurde mit BamH! und Asp718 geschnitiene die hierbei
enmndumuma\dmmuﬂmdosw&wmwutmddmﬁwm
Wu&mwmmnmw\nmnw fighert und der gesamte Ansatz zur
Transtormation von E. coll HB101, wie bereits beschriebene verwendet. Transformanten, die mit einem
Hmuummmmmauommmmwmmwuwm
HCMV-Promotis komekten Orientierung enthisiten, wurden mittsis DNA-Sequenzierung (s.0.) identifiziest.
Das daraus lsclierts Plasmid erhisit die Bezeichnung "pK19°.

Transfektion der COS-Zellen mit den Plasmiden “pN123° oder *pK18* wurde nach der von Feigner et
al. verSffentiichten Lipofections-Methode (Proc. Natl. Acad. Sci. USA B4 , 7413-7417, 1887) durchgeiihit. 72
Stunden nach erfoigter Transteidion wurden die mit "pN123® transfidierten Zellen nach bekannten Metho-
den mit *BI-TNFa aut Bindung analysiert. Das Resultat der Scatchard-Analyse (Scatchard, G., Ann. N.Y.
Acad. Sci. 51 , 680, 1949) der soO erhaltenen Bindut\osdmn(ﬁgwmmhﬁgutzadmmm.olo
KulturObersifinde der mit *pK18" transfizierten Zellen wurden in ein m "Sancwich®-Test untersucht. Dazu
wurden PVC-Microtiterplatten (Dynatech, Ariingten, VA, USA) mit 100 uWloch sines Kaninchen-ant-Maus
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immunglobulins (10 ug/ml PBS) sensibilisiert. Anschliessend wurde di Platte gewaschen und mit einem
ant-55 kD TNF-BP-AntikSrper, der gem4ss Beispi | 3 durch seine Antigenbindung nachgewlesen und
isoliert wurde, der aber die TNF-Bindung an Zellen nicht inhibiert, inkublert (3 Stunden, 20° C). Die Platts
wurde dann wieder gewaschen und Uber Nacht.bel 4° C mit 100 wlioch der KulturOberstinde (1:4 verdOnnt
mit 1% sntfettster Milchpulver enthaitendem Pufler A: 50 mM Tris/HCI pH 7.4, 140 mM NaCl, 5 mM EDTA,
0.02% Na-Azid) inkubiert. Dis Platte wurde entleert und mit '2L-TNFa enthaltendem Puffer A (10% cpm/ml,
100 ubloch) mit oder ohne Zusatz von 2 Lg/mi unmaridertem TNF wihrend 2 Stunden bei 4~ C inkublert.
Danech wurde die Platts 4 mal mit PBS gewaschen, dis einzelnen Licher wurden ausgeschnitten und in
einem y-Z#hler gemessen. Dis Resultate ven 5 parallelen Transfektionen (S3ulen # 2, 3, 4, 8 und 7), von
zwel Kontroll-Transfektionen mit dem pN11-Vektor (Séulen # 1, 5) und von einer Kontrolle mit HLBO-Zeli-
Lysat (S3ule # 8) sind In Figur 3 dargestalit.

Beisplel 10

Expression !2 Insektenzellen

Fir die Expression in einsm Baculovirus-Expressionssystem wurde von dem Plasmid “pVLS41°®
(Luckow und Summers, 1989, “High Level Expression of Nonfused Foreign Genes with Autographa
california Nuciear Polyhedrosis virus Expression Vectors®, Virology 170 , 31-38) ausgegangen und dleses
folgendermassen modifiziert. Es wurde dle einzige Ecoﬂmwonswhm In "pViS841* entfemt,
indem das Plasmid mit EcoRl geschnitten und die Oberstehenden 5'-Enden mit Klenow-Enzym aufgefliit
wurden. Das hiersus erhaltene Plasmid pVLS41/E- wurde mit BamHi und Asp718 verdaut und der
Vektorrumpt anschilessend aus einem Agarosegel isollert. Dieses Fragment wurds mit einem synthetischen
Ofigonuideotid der folgenden Sequenz ligiert:

BanmHI EcoRl Asp718
5' - GATCCAGAATTCATAATAG - 3
3 - GTCTTAAGTATTATCCATG - 5°

E. coll HB101 wurde mit dem Liglerungsansatz transformiert und Transformanten, die ein Plasmid
enthieiten, in weiches das Oligonukieatid kormekt eingebaut worden war, wurden durch Restriktionsanalyse
und DNA-Sequenzierung nach bekannten Methoden (s.0.) identifiziert; dieses Plasmid wurde "PNR704°
genannt. Zur Konstruition des Transfarvektors "pN113° wurde disses Plasmid “pNR704* mit EcoRl
geschnitten, mit alkalischer Phosphatase behandelt und der 30 erzeugts Vektorrumpt (V2) anschilsssend
aus einem Agarosegel Isoliert. Das wie oben mit EcoRi geschnittens 1,3 kb-Fragment der 53 kD TNF-BP-
cDNA wurde mit Fragment V2 Hgiert. Mit diessm Liglerungsansatz ecrhaltene Transformanten, die ein
Plasmid enthieiten, weiches das cONA-insert in der komektsn Orientlerung fr die Expression Ober den
Polyhedrinpromotor enthieiten, wurden identifiziert (s.0.). Duduwslaollcmvmmloltdoeozwmuno
*PN113".

Zur Konstruktion des Transfervekiors “pN119° wurde folgendermassen vorgegangen. Das 1.3 kb
EcoRVEcoRI-Fragment der 58 kD TNF-BP cONA in dem “pUC19"-Plasmid (sishe Beispiel 8) wurde mit
Bani verdmst und mit dem foigenden synthetischen Oligonuideotid lgiert:

BanIl Asp718
+ §' « GCACCACATAATAGAGATCTGGTACCGGGAA - 3°
3 - GTGTATTATCTCTAGACCATGGCCC - 5

Mit dem cbigen Adaptor werden zwel Stopcodons der Transiation hinter Aminosiure 182 und eine
Schnittstells fir die Restriktionsendonuidease Asp718 eingebaut Nach erfoigter Ligation wurde der Ansatz
mit EcoRl und Asp718 verdaut und das partielle 55 kD TNF-BP-Fragment (F3) isoliert. Waeiterhin wurde das

bentalls mit Asp718 und EcoRl geschnittene Plasmid "pNR704" mit F3 ligiert und der Ligisrungsansatz in
E. colt HB101 transformiert. Die Identifikation der Transtormanten, weiche sin Plasmid enthielten, in das &
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partislie 55 kD TNF-BP cONA komekt fir di Expres sion integriert w rden war, erfoigte wie bereits
beschrieben. Das aus dlesen Transformanten isolierte Plasmid erhielt den Namen "pN119".

Zur Konstruklion des Transfervektors "pN124" wurde folgendermassen vorgegangen. Das in Beispiel 9
peschriebene, f0r den extrazelluldren Teil des 55 kD TNF-BP codierende cONA-Fragment wurde mit den

s angegebenen Oligonukieotiden mit Hilfe der PCR-Technologie, wie in Beispiel 3 beschriebene ampiifiziert.
Diesas Fragment wurde mit BamH! und Asp718 geschnitten und aus einem Agarosegel isoliert (F4). Das
Plasmid "pNR704° wurde ebenfalls mit BamH! und Asp718 geschnitten und der Vektorrumpf (V4) wurde
isoliert (s.0.). Die Fragments V4 und F4 wurden ligiert. E. coll HB101 damit transformiert und der
rekombinante Transfervektor "pN124" wurde, wie beschrieben, identifiziert und isoliert.

10 Zur Transfekdon der Insektenzellen wurde folgendermassen vorgegangen. 3 g des Transfervektors
*pN113" wurden mit 1 ug ONA des Autographa californica-Nuklear-polyhedrasisvirus (ACMNPV) (EP
127839) In Sf8-Zellen (ATCC CRL 1711) transfektiert. Polyhedrin negative Viren wurden identifiziert und aus
*Plaques® gereinigt [52). Mit diesen rekombinanten Viren wurden wiederum St9 Zellen wie in [52}
beschriebene infiziert. Nach 3 Tagen in Kultur wurden die infizierten Zetlen auf Bindung von TNF mittels

15 'BETNFa untersucht. Dazu wurden dis transfektierten Zeilen mit einer Pasteurpipette von der Zelliultur-
schale abgewaschen und bei einer Zelidichte von Sxio‘ Zollervmi Kuiturmedium (52], das 10 ngiml 'Bk
TNF-a enthielt, sowohl In Anwesenheit wie Abwessenhait von § Lg/ml nichtmarkiertsm TNF-a resuspendiert
und 2 Stunden auf Eis inkublert. Danach wurden die Zellen mit reinem Kulturmedium gewaschen und die
zeligebundene Radioaktivitat in einem y-Z3hler gezikhit (siehe Tabelle 2). .

20
Tabelie 2
Zellen Zsligebundene
2 Radioaktivitiit pro 108
Zollon
nichtinfizierte Zsllen (Kontrotle) 60 cpm
infizierte Zellen 1600 £ 330 cpm ¥
20 ) Mitetwert und Standardabwsichung aus 4 Experimenten
» Baisplel 11
Analog 2 dem in Belspisl 9 beschriebenen Verfahren wurde das fir 'den exirazeliuliren Bereich des 535
© kDa TNF-BP codierende cONA-Fragment, nun jedoch mit den folgenden Ofigonukdeotiden als Primer, in

siner Polymerasen-Kettenraeaktion amplifizert:

Oligonukleotid 1:

48
~Sst 1
S'-TAC GAG CTC GGC CAT AGC TGT CTG GCA TG-3'
g “Dligonukleotid 2:
- 88t I
58 S'-ATA GAG CTC TGT GGT GCC TGA GTC CTC AG-3'

M cDNA-Fragment wurde in den pCD4-H+3-Vektor (DSM 5523; Europllische Patentanmeidung Nr.
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80107383.2; Japanische Patentanm Idung Nr. 108967/90; US Patent Application Ser.No. 510773/90] ligiert,
aus dem die CO4-cONA Uber die Sst -Restriktions-Schnittstelien herausgenommen worden war. Sst-
Schnittstellen befinden sich in dem Vektor pCD4-Hy3 sowoh! vor wi in dem CD4-Teilssquenzstick wie
dahinter. Das Konstruit wurde mittels Protoplastenfusion nach Ol et al. (Procd. Nal. Acad. Sci. USA 80 ,

825-829, 1983) in J558-Myelomzellen (ATCC Nr. TIB8) transfiziert. Transfektanten wurden durch Zugabe
von § ug/ml Mycophenoclisiiure und 250 Lg/mi Xanthin (Traunecker et al., Eur. J. Immunol. 18 , B51-854
[1988D in das Grundmedium (Duibecco's modifiiertes Eagle's Medium, 10% fStales Kiberserum, 5 x
1075M 2-Mercapioethanol) selektioniert. Das von den transfizierten Zellen sekretierte Expressionsprodukt
konnte mittels Ublicher Methoden der Proteinchemie, 2.8. TNF-8P-Antikdrper-Affinititschromatographie,
gereinigt werden. Falls nicht bersits spezifisch angegeben, wurden zur Kultivierung der verwendetsn
Zelltinien, zum Klonieren, Selektionieren bzw. zur Expansion der kionierten Zellen Standardverfahren, wie

2.8. von Freshney. Rl in "Cufturs of Animal Calils®, Alan R Liss, inc., New York (1983) beschrieben,
verwendet.
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Anspriche

1. NichtiSsiiche Proteine und I3siche oder nichtisiiche Fragments davon, dle TNF binden, in homogener
Form, sowle deren physiologisch vertrigtiche Salze.

2. Verbindungen gemiss Anspruch 1, dle durch Molekulargewichte gemiss SDS-PAGE unter nichtreduzie-
renden Bedingungen von etwa 55 kD und 75 kD charakterisiert sind.

3. vmmmmumwum und 2, die wenigstens eine der folgenden Amincsiurese-
quenzen enthaften:
Lau-Val-Pro-His-Lau-Gly-Asp-Arg-Glu-Lys-Arg-Asp-Ser-Val-Cys-Pro-Gin-Gly-Lys-Tyr-ile-His-Pro-Gin-X-Asn-
Ser-fle;

Ser-Thr-pro-Giu-Lys-Ghu-Gly-Ghrleuw-Glu-Gly-The-Thr-Thr-Lys;

Lou-Pro-Ala-GiiEVai-Als-Phe-X-Pro- Tyr-Ala-Pro-Glu-Pro-Gly-Sar-Thr-Cys;
lle-X-Pro~Gly-Phe-Gly-Val-Ala-Tyr-Pro-Ala-Lou-Glu;

Ser-Gin-Leu-Glu- Thr-Pro-Giu-The-Leu-Leu-Gly-Ser-Thr-Giu-Giu-Lys-Pro-Leu;

Val-Phe-Cys-Thr;

’ Asth-Pro-Gh-Na-Pro—Gly-Val—Glu—Ala-Ser—Gly-Ala—Gly—G!u-Ala.

Leu-Cys-Ala-Pro;
Val-Pro-His-Lau-Pro-Ala-Asp;
Gly-Ser-Gin-Gly-Pro-Glu-Gin-Gin-X-X-Leu-lle-X-Ala-Pro

~ wobel X f0r einen nicht bestimmten Aminos3urerest steht
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4. DNA-Sequenzen, di  fOr nichtiBsliche Proteina oder I8sliche wie nichtiSsliche Fragments davon, die TNF
binden, kodieren, wobei soiche DNA-Sequenzen aus den folgenden auswihibar sind:
(a) DNA-Sequenzen, wis si in Figur 1 oder Figur 4 dargestellt sind, wie deren komplementiren Strdnge,
oder solche, die diase Sequenzen umfasser:
(b) DNA-Sequenzen, die mit wie untar (a) definierten Sequenzen oder Fragmenten davon hybridisieran;
(c) DNA-Sequenzen, die auf Grund der Entartung des genetischen Codes nicht mit Sequenzen, wie unter
{a) und (b) definierte hybridisieran, aber die fUr Polypepﬂdo mit genau gleicher Aminos3uresequenz
kodieran.
5. DNA-Sequenzen gemiss Anspruch 4, die eine Kombination aus zwel Tell-DNA-Sequenzen umfassen,
wobei dle eine Teilsequenz fUr 13sliche Fragmente von nichtistichen Proteinen, die TNF binden kodiert
und die andere Teil-Sequenz, fir alle Dom3nen ausser der ersten Domiine der konstanten Region der
schweren Katte von humanen immungiobulinen, wie 1gG, IgA, igM bzw. IgE, kodiert.
6. DNA-Sequenzen gemiss Anspruch 5, wobel besagte humane lmmunglobullno IgM bzw. soiche der
Klasse igQ sind.
7. DNA-Sequenzen gemiss Anspruch 8, wobel besagte humane Immunglobuline soiche vomn Typ Igl bzw.
193 sind.
8. Von DNA-Sequenzen gemiiss einem der Anspriiche 4-7 kodlerte rekombinants Proteine, wie allslische
Varianten, oder Deletions-, Substitutions- oder Additionsanaloge davon.
9. Vektoren, die DNA-Sequenzen gemiss einem der Anspriche 4-7 enthalten und zur Expression der von
diesen DNA-Sequenzen kodierten Proteinen in prokaryotischen- wis sukaryotischen Wirtssystemen geelg-
net sind.
10. Prokaryotische- wis eukaryotische Wirtssystemen die mit sinem Vekior gemiiss Anspruch 9 transfor-
miert worden sind.
11. Wirtssystame gemiss Anspruch 10, wobel diese S3uger- oder insektenzelien sind.
12. Gegen eine Verbindung gemiss einem der Anspriiche 1-3 oder 8 gerichtete AntikSrper.
13. Ein Vertahren zur Isofierung einer Varbindung gemiss einem der Anspriiche 1-3, dadurch gelmnnzetd\-
net, dass man im wesentichen die foigenden Reinigungsschritte nacheinander ausflhrt: Herstellung eines
Zollaxtraktes, immunaffinititschromatographie und/oder ein- oder mehrfache Ligandenaffinititschromatogra-
phie, HPLC und priparstive SDS-PAGE und falls gewlinschte die so isoRerten Verbindungen chemisch oder
enzymatisch spaitet und/oder in geeignets Salze Uberflhet.
14, Ein Vertahren zur Herstellung einer Verbindung geméiss Anspruch 8, das dadurch gekennzsichnet Ist,
dass man ein wie in Anspruch 10 oder 11 beanspruchtes transformiertas Wirtssystem in einem geeigneten
Medium kultiviert und aus dem Wirtssystem selbst oder dem Medium soiche Verbindungen isoliert.
15. Pharmazeutische Priiparste, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine oder mehrere Verbindung(en)
gemiiss einem der Anspriiche 1-3 oder 8, gewlinschtenfalls in Kombination mit weiteren pharmazeutisch
wirksamen Subtanzen und/oder nicht-toxischen, inerten, therapeutisch vertrigiichen Triigermaterialien ent-
halten.
18. Pharmazeutische Priiparate zur Behandiung von Krankhelten, bel denen TNF invoiviert ist, wobei soiche
Priperste dadurch gekesnnzeichnet sind, dass sie eine oder melwers Verbindung(en) gemiss einem der
Anspriiche 1-3 oder 8, gewlinschtenfalls in Kombination mit weitsren Pharmazeutisch wirksamen Subtanzen
undoder nicht-toxiachen, inerten, therapeutisch vertriiglichen Triigermateriaien enthalten. )
17. Verwendung siner Verbindung gemiss einem der Ansprilche 1-3 oder 8 zur Behandlung von Krankhei-
ten.
18. Verwendung einer Verbindung gemass einem der Anspriiche 1-3 oder 8 zur Behandkuing von Krankhel-
tan, bel denen TNF involviert ist.
19. Eine wie in einem der Anspriiche 1-3 oder 8 beanspruchte Verbindung wann immer sie nach einem wie
in Anspruch 13 oder 14 beanspruchisn Verfahren hergesteiit worden ist.
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Fiqur 1

CQ@W@M@MMTWGWW

MetGlyLeuSerThrValProAspLeuLeuleuProLeuvalleuleuGluleu
TCTGGCATGGGCC TCTCCACCG TGCCTGACCTGCTGCTGCCGCTGGTGCTCC TGGAGCTG
. . L] L + 1 * L ] -
LeuvalGlyIleTyrProSerGlyvallleGlyLeuValProHisLeuGlyAspArgGlu
TTGGTGGGAATATACCCCTCAGGGGTTATTGGACTGG TCCCTCACCTAGGGGACAGGGAG

b 2 2 ]

LysArgAspSerValCysProGlnGlyLysTyzrlleHisProGlnAsnAsnSerIleCys
AAGAGAGATAGTGTGTGTCCCCAAGGARAATATATCCACCCTCAAAATAATTCGATTTGS
CysThrLysCysHisLysGlyThrTyrLeuTyrAsnAspCySProGlyProGlyGlnAsp
TGTACCAAGTGCCACAAAGGAACCTACTTGTACAATGACTG TCCAGGCCCGGGGCAGGAT
ThrAspCysArgGluCysGluSerGlySerPheThrAlaserGluAsniisLeuArgiis
ACGGACTGCAGGGAGTGTGAGAGCGGCTCCT TCACCGCTICAGAAAACCACCTCAGACAS
CysLeuSerCysSerLysCysArgLysGluMetGlyGlnValGlulleSerSerCysThr
TGCCTCAGCTGCTCCAAATGOCGAAAGGARATGGGTCAGGTGGAGATCTCTTCTTGCACA
ValASpArgAspThrValCysGlyCysArgLysASnGlnTyrArgHisTyrTrpSerGlu
GTGGACCGGGACACCGTGTGTGGCTGCAGGAAGAACCAGTACCGGCATTATTGGAGTGAA
: . e . raw . .
AsnLeuPheG1lnCysPheAsnCysSerLeuCysLeuAsnGlyThrValiisLeuSerCys
AACCTTTICCAGTGCTTCAATTGCAGCCTCTGCCTCAATGGGACCGTGCACCTCTCC TGS
GLnGluLysGloASnThrValCysThrCysiisAlaGlyPhePheLeuArgGluASAGlU
CAGGAGAAACAGARCACCGTGTGCACCTGOCATGCAGG TTICTT TCTAAGAGAARACGAG
CysValSerCysSerAsnCysLysLysSerLeuGluCysThrLysLeuCysLeuProGln
TGTGTCTCCTGTAGTAACTGTAAGAAAAGOCTGGAGTGCACGAAGTTGTGCCTACCCCAG
I1eGluAsnVallysGlyThrGluAspSerGlyTheThryallanlauprolanvallls
ATTGAGAATGTTAAGGGCACTGAGGACTCAGGCACCACAGTGCTGTTGCCCCTGGTCATT
PhePhaGlyleuCyslenlanSsrlaulauphel]aGlyLeudst TyrArgTyrGLaArg
TrpLysSerLysLeuTyrSerIlevalCysGlyLysSerThrProGluLysGluGlyGlu
TGGAAGTCCAAGCTCTACTCCATTG T TTGTGGGAAATCGACACCTGAAAARGAGGGGGAG
. . ] » e . : . .
LeuGluGlyThr Thr ThrLysProLeuAlaProAsnProSerPheSerProThrProGly
CTTGAAGGAACTACTACTAAGCCOCTGGCCCCAAACCCARGCTTCAGTCCCACTCCAGGE
PheThrProThrLeuGlyPhaSerProvalProSerSerthrPhaThrSerserSerThr
TTCACCOOCACCCTGGEGC T TCAG TCOCG TGCCCAGTTCCACCTTCACC TCCAGCTCCACS
TYTThrProGlyAspCysProAsnPheAl aAl aProArgArgGluvalAl aProProTyr
TATACCCOCGGTGACTGTCCCARCT TTGCGGC TCCCCGCAGAGAGGTGGCACCACCCTAT
GlnGlyAlaAspProlleLeuAlaThrAlaleuAlaSerAspProlleProAsnProleu
CAGGGGGCTGACCCCH! CGACCCCATCCCCARCCCCCTT

TCCTIGCGACAGCCCTCGCCTC
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Fiqur 1 (Forts.)

GlALYSTIPGluASpSerAl il sLysProGlnSerLeuASpThrASpASPProALaThe
Mmcmimmm&rmm

LeuTyrAlaValValGLuAsnValProProLeuArgTrpLysGluPhevalArgArgLeu
CTGTACGOCGTGGTGGAGAACGTGCCCOCGTTGCGCTGGAAGGAATTCGTGCGGCGCCTA

GlyLeuSerAsphisGlulleAspArgLenGluLeuGLnASnGLYArgCysLeuhrgGlu
ALaGInTyrSerMet LeuAlaTheTrpArgArgArgThrProArgArgGluAlaThrLeu
mmmﬁymvuw&mm&msumiumnem&
GluAlaLeuCysGLyProAlaklaLeuProProAlaProSerLeuleuAry i

GOCCCTGOGGGCAGC TCTARGGACCG TCCTGCGAGATCGCCTTCCAACCCCACT TTTTIC
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Elgue ¢

' . . . . .
SerfispRentalCysAspSerCysGiuRspSerThrTyrThrGinLeuTrpAsnTrpUal
TCGGACTCCGTGTGTGACTCCTGTGAGGACAGCACATACACCCAGCTCTGGAACTGGGTT

PréGluCgsLouSoanaGigSorﬂrgCg;SorSQrﬂapéanalGIuThrGlnﬂlan;
CCCGAGTGCTTGAGCTGTGGCTCCCGCTGTAGCTCTGACCAGE TGGRARCTCARAGCCTGE

TheArg6luGinAanfirgl leCyaThrCysArgPro6iyTrpTyrCysAialeuSeriys
RCTCGGGARCAGAACCGCATCTGCACCTGCAGGCCCGGCTGGTACTGCGCGCTGAGCRAG
GInGluGlgCgsﬂrgLnuCgaﬂlnProLo&ProLuansﬂrgProGlgPhnGlgUalﬂlc
CAGGRGGGGTGCCGGCTGTGCGCGCCGCTGCCGARGTGCCGCCCGGGCTTCGGCGTGECC

RrgProGlgThrGlufhrs;rﬁsoUnIUcngngaPrcégsﬂloProBlgThrPhoScr
AGRCCAGGAACTGARACRTCAGACGTGGTGTGCARGCCCTGTGCCCCGGGGRCGTTCTCL

ﬂsnThrThrSorSorThrﬂspllngaﬂréProHlaGlnlIngaﬂanUclU¢lﬂ|olle '
ARCACGACTTCATCCACGGATATTTGCAGGCCCCACCAGRTCTGTARCGTGGTGGCCATC

ProﬁlgﬂanﬂlcSerﬁrgﬂaoﬂlcUclCQ;ThrS.hThrSorPrcThrﬂrgSorﬂotﬂIc
CCTGGGRATGCARGCAGGGATGCAGTCTGCACGTCCACGTCCCCCACCCGGRGTATGECE

ProGlgﬂlcUclHIaLcuP;oGlnProUuiSchhrﬂrgéirGlnHlaThrGlnProSnr
CCAGGGGCAGTACACTTACCCCAGCCAGTGTCCACRCGATCCCARCACACGCAGCCARGT

_ ProGluProSorThrﬂlcProSarTbrSo;PhaLouLou;roﬂotGlgProSQrProPre

CCRGRACCCAGCACTGCTCCARGCACCTCCTTCCTGCTCCCAATGGGCCCCAGCCCCCCA

ﬂlcGluGlgScofhrGlgﬂap‘hoﬂlaLo&PranlG!gLoulloUchlgOelTbrﬂle
GCTGARGGGAGCACTGGCGACTTCGCTCTTCCAGTTGEACTGRTTGTGGGTGTGACAGEE

LeuGlyLeuleul 1ol 1eGiyValUaiRenCysUal 11 etet Thr61nUa ILysiysLys
TTGOBTCTACTAATAATAGGRGTGGTGRACTG TGTCATCATGACCCAGG T GARARAGARG

ProLouCuoLouGlnﬂrgﬁiuachgaUciProHlaLouéroﬂlcﬂapLgsﬂlcﬂrgﬁtg
CCCTTBTOCCTGCAGAGAGRRGCCARGGTGCE TCACTTGCCTGCCGATARGGCCCGEGGT

ThralgangreGluGlnﬁlnﬂlsLiuLo;lloThrﬂleiroSorSnnStrSoaSQrScr
ACACAGGGCCCCGAGCAGCAGCACCTGCTGATCACAGCGCCGAGCTCCAGCAGCARGCTCC

LcuGluSorSorﬂlcSorﬂIaLouﬂapﬂr&ﬂrgﬂlnProihrﬂrgﬂsnGlnProGlnﬂlo
CTGGAGAGCTCGGCCAGTGCGTTGGACAGARGGECGCCCACTCGGARCCAGCCACAGGCA
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Eigur 4. (Fortsetzung)

ProGlyVaiGluRlaSerGiyRlaGiyGliuRtafrgRiaSerThrGiySerSerAlafap
CCRGGCGTGGAGGCCAGTGGGGCCGGGGAGGCCCGGGCCAGCACCGGGAGCTCAGCAGAT

SanorProGlgGlngsGlgThlenUn;ﬂanalThngslleUclﬂanchgaSor
TCTTCCCCTGETGGCCATGGGACCCAGGTCAATGTCACCTGCATCGTGAACGTCTGTAGE

SerSerfisphisSerSerGInCysSerSerGinAlaSerSerThriletGlyRspThrAsp
AGCTCTGACCACRGCTCACAGTGCTCCTCCCARGCCRGCTCCACRATGGGAGRCACAGART

SorSorProéorGluSorProLgaﬂapGl;ﬁlnUcIPruéhoSorLgaGluGIuCgaalc
TCCAGCCCCTCGGRGTCCCCGARGGACGRGCAGGTCCCCTTCTCCAAGGRGGARTGTGEE

PhefirgSerGinLeuGluThrProGluThrLeulouGlySerThr6luGlulysProleu
TTTCGGTCACAGCTGGAGACGCCAGAGACCCTGCTGGGGAGCACCGAAGRGRAGCCCCTG
ProLeuGliyUalProAspAiaGlylletLysPreSer
CCCCTTGGAGTGCCTGATGCTGGGATGAAGCCCAGTTARCCAGGCCGGTGTGGGCTGTGT
CGTRGCCRAGGTGGCTGAGCCCTGGCAGGATGACCCTGCGARGEGGCCCTGGTCCTTCCA
GGCCCCCACCACTAGGRCTCTGAGECTCTTTCTGGGCCARGTTCCTCTAGTGCCCTCCAC
AGCCGCAGCCTCCCTCTGACCTGCAGGCCARGAGCAGAGGCAGCGRGTTGTGGRRRGCCT
CTGCTGCCATGGCGTGTCCCTCTCGGARGGCTGGCTGGGCATGGRCGTTCGGGGCATGET
GBGGCARGTCCCTGAGTCTCTGTGACCTGCCCCGCCCAGCTECACCTGCCAGCCTGGETT
CTGGAGCCCTTGGGTTTTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTIGTTTGTTTCTCCCCCTGG6C
TCTGCCCAGCTCTGGCTTCCAGRRARCCCCAGCATCCTTTTCTGCAGAGGGGCTTTCTGE
AGABBABGGATGCTGCCTGAGTCACCCATGRAGRCAGGACAGTGCTTCAGCCTGAGGETS
AGRCTGCGGGATGGTCCTG6GGCTCTGTGCAGGGAGGAGETGGCAGCCCTGTAGGGARCE
GGGTCCTTCARGTTAGCTCRGGAGGCTTGGARRGCATCRCCTCAGGCCAGGTGCAGTGGE
TCACGCCTATGATCCCAGCACTTTGGGAGEC T GRGGCGGETGGATCACCTGAGGTTAGGA
GTTCGAGACCABCCTGGCCARCATGG TRRRRCCCCATCTCTACTARARATACAGRARTTA
GCCGGGCGTEGTGGCGGGCACCTATAGTCCCAGC TRCTCAGRAGCCTGAGGCTGGGARAT
CGTTTBARCCCGGGRAGCGGAGGTTGCAGGGAGCCGRGATCACGCCACTGCACTCCAGLE
TGGGCSACRBAGCGAGAGTCTGTCTCARRRGRARARARARARGCACCGCC TCCRARTGET
AACTTGTCCTTTTGTACCATGGTGTGARAG TCAGATGCCCABRGGGCCCAGGCAGGCCAC
CATATTCAGTGCTGTGGCCTGGGCAAGATARCGCRCTTCTAACTAGRRATCTGCCAATTT
TTTRARARAGTAAGTRCCAC TCRGGCCARCARGCCAACGACARRGCCAARCTCTGCCAGE
CﬂCﬂTCﬂﬂﬁCCCCCCRCCTGCCRTTTGCﬂcccTCCGCCTTCRCTCCGGTGTGCCTGCBB
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